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цією з радіоактивними зондами показана ефективність поєднання вказаних підходів 
д л я аналізу розмірів та розподілу транскриптів індивідуальних генів м іж ядром і ци-
топлазмою. 
S I i m m a r y 
A modif ied method of RNA isolat ion in the presence of guanidine t h iocyana te f rom the 
an imal cells is sugges ted . The method permi ts the pur i f ica t ion of h igh molecu la r we igh t 
samples f rom nucleus as well as f rom cytoplasm. The technique is a lso developed for 
quick RNA t r ans fe r u s ing vacuum b lo t t ing f rom a g a r o s e gels to ad so rb ing m e m b r a n e s 
a f t e r e lectrophoret ic separa t ion of RNA. The eff iciency of combination of the above two 
methods to ana lyze the size of individual gene t r ansc r ip t s and their dis t r ibut ion between 
the nucleus and cy toplasm is shown by hybr idizat ion of RNA blots with radioac t ive DNA 
probes. 
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ВЫЯСНЕНИЕ ПОЛНОЙ АМИНОКИСЛОТНОЙ 
ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ 
ПОЛИЭДРИНА ВИРУСА ЯДЕРНОГО ПОЛИЭДРОЗА (ВЯП) 
ОЗИМОЙ СОВКИ (AGROT IS SEGETUΜ) 
И УТОЧНЕНИЕ ПЕРВИЧНОЙ СТРУКТУРЫ ПОЛИЭДРИНОВ ВЯП 
ТУТОВОГО (ΒΟΜΒΥΧ MORI), НЕПАРНОГО (PORTHETRIA DISPAR) 
ШЕЛКОПРЯДОВ И БОЛЬШОЙ ВОЩИННОЙ МОЛИ 
(GALLERIA MELLONELLA) 
Реконструирована полипептидная цепь полиэдрина ВЯП A. segetum путем выяснения 
строения триптических пептидов этого белка и сравнения их с известной аминокислот-
ной последовательностью полиэдрина ВЯП В. mori. В дополнение к ранее опубликован-
© Э. А. КОЗЛОВ, Т. Л. ЛЕВИТИНА, Η. М. ГУСАК, Н. В. РОДНИН, 
С. А. АТЕПАЛИХИНА, Л. И. ПАЛЬЧИКОВСКАЯ, 1991 
ISSN 0233-7657. Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА. 1991. Т. 7. Ab 1 75 
HbLM данным выписана полная аминокислотная последовательность полиэдрина ВЯП 
G. mellonella и внесены уточнения в первичную структуру полиэдринов ВЯП В. mori 
и P. dispar в результате выяснения строения некоторых триптических пептидов соответ-
ствующих полиэдринов. 
Введение. Предыдущим исследованием триптических пептидов нам не 
удалось установить первичной структуры полиэдрина ВЯП A. segetum 
[I] , так как у значительной части пептидов не было известно строение. 
Кроме того, сравнение триптических пептидов с установленной первич-
ной структурой полиэдринов ВЯП В. mori [2], P. dispar [3] и G. mello-
nella [4] показало, что некоторые пептиды N-концевой и средней части 
полипептидной цепи полиэдрина ВЯП A. segetum не были выделены 
в нашей лаборатории. Мы продолжили выяснение строения ранее [1], 
а также вновь полученных триптических пептидов. Аналогичная работа 
была проведена нами на полиэдриие ВЯП G. mellonella, у которого 
также не было выяснено первичной структуры нескольких триптиче-
ских пептидов и потерян один из них. Появление в печати публикаций 
с аминокислотными последовательностями полиэдринов ВЯП В. mori 
[5] и Lymanlria dispar [6], выведенными из нуклеотидной последова-
тельности соответствующих генов, дало возможность сравнить их с пер-
вичной структурой полиэдринов этих вирусов, установленной ранее 
химическими методами [3, 4], уточнить и внести в наши данные соот-
ветствующие поправки. Результаты этих исследований приведены в 
данном сообщении. 
Материалы и методы. Условия обработки белка карбоксипептн-
лазой А + Б («Worthington», США) в присутствии DS-Na и мочевины 
[7], а также расщепления белков и пептидов трипсином («Spofa», 
ЧССР), химотрипсином («Spofa», ЧССР) и термолизином («Seikacla-
ku», Япония) описаны в работе [3]. Методы разделения смесей фраг-
ментов, получение индивидуальных пептидов и их аминокислотный со-
став описаны в ранее опубликованных работах: триптические малеил-
производного (Tm) [8], химотриптические (Ch) [9] и триптические 
пептиды (T) [10] немодифицированного полиэдрина ВЯП В. mori\ 
триптические пептиды полиэдрина ВЯП G. mellonella [4], P. dispar [3] 
и A. segetum [1]. Для выявления пептидов, содержащих триптофан, 
электрофореграммы и хроматограммы окрашивали реактивом Эрлнха 
[ I I ] . Аминокислотную последовательность в пептидах определяли ме-
тодом Эдмана в сочетании с дансилированием [12], в белках — этим 
же методом в модификации для труднорастворимых белков [13]. Остат-
ки глутаминовой, аспарагиновой кислот и их амидов идентифицировали 
в виде фенилтиогидантоиновых производных по методу [14]. Амино-
кислотный состав определяли на анализаторе аминокислот ААА-339 
(ЧССР), как описано ранее [3]. 
Результаты и обсуждение. Первичная структура полиэдрина ба-
куловирусов впервые была выяснена в нашей лаборатории для ВЯП 
В. mori и опубликована еще в 1977 г. [15]. В дальнейшем для выясне-
ния аминокислотной последовательности полиэдрина других бакулови-
русов мы устанавливали строение только триптических пептидов и 
располагали их вдоль полипептидной цепи, сравнивая с первичной 
структурой полиэдрина ВЯП В. mori [2—4, 16]. Только в 1985 г. была 
опубликована аминокислотная последовательность полиэдрина ВЯП 
В. mori, выведенная из нуклеотидной последовательности гена [5]. 
Поскольку для выяснения полной аминокислотной последовательности 
полиэдрина ВЯП A. segetum был применен прежний метод сравнения 
строения триптических пептидов с первичной структурой полиэдрина 
ВЯП В. mori, мы считаем целесообразным здесь привести сначала пол-
ную аминокислотную последовательность полиэдрина ВЯП В. mori с 
описанием некоторых уточнений, а затем обсудить результаты исследо-
ваний по другим полиэдринам. 
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Π о л и э д ρ и н В Я Π В. то г і. Сравнивая наши данные по пер-
вичной структуре [15] с данными Иатроу и др. [5], можно отметить 
расхождения в следующих положениях полипептидной цепи: 39—40 
(Glu-His и His-Glu соответственно), 115 (Val и делеция), 142—144 
(дслсция-Glu-Asp и Trp-Asp-Glu), 213—214 (Ala-Ser и Ser-Ala), 218 
(Gln и Glu). Для проверки этих расхождений мы повторно выделили 
пептиды СЫ2Т1, Т26ТН2 и Tml lChlA4, получение, очистка и аминокис-
лотный состав которых описаны ранее [8—10]. Кроме того, из химо-
тринтического гидролизата белка высоковольтным электрофорезом и 
Рис. 1. Уточненная первичная структура полиэдрина В Я П В. mori. Объяснение см. в 
тексте 
Fig . 1. Corrected p r imary s t ruc ture of В. mori N P V polyhedrin . See deta i ls in the text 
хроматографией на бумаге выделили пептиды, содержащие триптофан. 
Был получен ранее не описанный пептид СЬ23 с составом: Arg 1,0 (1); 
His 0,9 (1); Asp 1,9 (1); Glu 1,2 (1); Pro 1,0 (1); Tyr 0,9 (1); Val 1,0 
(1); Trp ( + ). Все отмеченные пептиды секвенировали. Результаты 
приведены на рис. 1. Как здесь, так и на других рисунках, стадии де-
градации обозначены стрелками под соответствующими пептидами. Ра-
нее [8] во фрагменте Т8 (положение 143 в белке) мы записывали оста-
ток Gln с N-конца исходя из того, что этот фрагмент не окрашивается 
нингидрином и в нем не удается определить N-концевого остатка тремя 
методами. Из полученных в настоящем исследовании данных (пептид 
Ch23) очевидно, что такими свойствами фрагмент Т8 обладает пото-
му, что на N-конце его располагается остаток Trp, который, вероятно, 
разрушается в процессе выделения или хранения фрагмента Т8. 
Как видно из рис. 1, из всех указанных выше расхождений между 
двумя первичными структурами осталось только одно — в положении 
213—214. Аминокислотные остатки в остальных местах соответствуют 
таковым в нуклеотидной последовательности гена полиэдрина ВЯГІ 
В. mori [5]. Мы считаем, что различие в последовательности амино-
кислотых остатков 213—214 объясняется отличиями между двумя 
штаммами ВЯП В. mori. 
П о л и э д р и н В Я П A. s е g е t и т. Для выяснения полной 
аминокислотной последовательности полиэдрин расщепляли трипсином. 
Из триптической смеси высоковольтным электрофорезом и хроматогра-
фией на бумаге были выделены 9 пептидов, ранее не описанных. Их 
аминокислотные составы приведены в таблице. Кроме вновь выделен-
ных пептидов, в работе по секвенированию использовали некоторые 
пептиды (Tl, ТЗ, Т6—Т9, Т13, Т16, Т17, Т25—Т29, Т31), получение и 
аминокислотный состав которых описаны ранее [1]. Из них пептиды 
Т8 и Т16 расщепляли соответственно химотрипсином и термолизином 
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Аминокислотный состав некоторых пептидоз полиэдрина ВЯП А. segetum 
Amino acid composition of some peptides of the A. segetum Nuclear Polyhedrosis 
virus polyhedrin 
Аминокислота Т21 Т2Г 
I 
Т22" Т25' Т32 T33 
Lys 
His 
Arg 
Asp 
Thr 
Ser 
Glu 
Pro 
Gly 
Ala 
1/2 Cys 
Val 
Met 
lie 
Leu 
Tyr 
Phe 
Trp 
Всего 
0,7 (1) 
1,0 (1) 
1,8 (2) 
1Л (1) 
2,0 (2) 
0,5 (1) 
0 , 7 ( 1 ) 
0,7 (1) 
0,8 (1) 
+ (1) 
12 
1,0(1) 
1Д (1) 
0,8(1) 
0 ,7 (1 ) 
1,0(1) 
0,9 (1) 
1,1 (1) 
2,2 (2) 
2,0 (2) 
0 ,9 (1 ) 
1,0(1) 
1,9 (2) 
1,7 (2) 
2,1 (2) 
1,0(1) 
1,0(1) 
1,9 (2) 
10 
0,6 (1) 
1.0 (1) 
1,8 (2) 
0,8 (1) 
0,7 (1) 
1,0 (1) 
1,2 ( I ) 
0,9 (1) 
1,7 (2) 
1,1 (1) 
11 
1,0 (1) 
1,0 (1) 
0,91 (1) 
1,1 (1) 
Аминокис-
Т35 лота Т36 Т8СЫ Т8СИ2 T8Ch3 TlGThl T16Th2 
Lys 
His 
Arg 
Asp 
Thr 
Ser 
Glu 
Pro 
Qly 
Ala 
1/2 Cys 
Val 
Met 
lie 
Leu 
Tyr 
Phe 
Trp 
Всего 
(1) 1,0(1) 
0,8(1) 
1,0(1) 
3,3 (3) 
0,6 (1) 
0,8(1) 
0,9 (1) 
1,0(1) 
2,1 (2) 
0,8 (1) 
1,0(1) 
1,2 (1 ) 
0,8(1) 
1,0 (1) 
1,1 (1) 
1,0 (1) 
1,1 (1) 
1,0 (1) 
0,6 (1) 
1,0(1) 
1 9 6 7 
1,0 (1) 
2,3 (2) 
0,8 (1) 
1,2 (1) 
0.7 (1) 
1,2 (1) 
1,1 (1) 
3,0(3) 
2,2(2) 
1,7(2) 
0 ,7 (1 ) 0 ,7(1) 
0 ,7(1) 
2,0 (2) 
7 
и гидролизаты разделяли высоковольтным электрофорезом и хромато-
графией на бумаге. Результаты приведены в таблице. Таким образом, 
в настоящем исследовании нами было секвенировано 23 триптических 
пептида, 3 химотрнптических и 2 термолитических. У пептидов Т28 и 
T31 идентификацию остатков аминокислот дансилированием осущест-
вляли, начиная с 4-й и 6-й стадий деградации соответственно (рис. 2). 
Все пептиды располагали вдоль полипептидной цепи, сравнивая их 
строение с первичной структурой полиэдрина ВЯП В. mori (см. рис. 1). 
Пептид Т32 помещали в N-концевое положение полипептидной цепи 
белка на основании того, что на N-конце полиэдрина ранее был опре-
делен остаток Met [17], а пептид Т32 — единственный из триптических 
пептидов с таким же N-концевым остатком. Три С-концевых остатка 
в полиэдрине были установлены на том основании, что карбоксипепти-
даза А + Б отщепляет от белка за 24 ч лишь Туг. Следовательно, оста-
ток Pro в белке может быть только на третьем месте от С-конца. 
Таким образом, полная аминокислотная последовательность поли-
эдрина ВЯП A. segetum включает 246 остатков аминокислот. 
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П о л и э д р и н В Я П G. mellonella. При сравнении первич-
ной структуры полиэдрина ВЯП G. mellonella [4] с первичной струк-
турой полиэдрина ВЯП В. mori (см. рис. 1) для максимальной гомо-
логии необходимо в аминокислотной последовательности первого допу-
стить вставку в положении 115 и деледию 4 остатков в положении 
183 —186, а также одного остатка в положении 142. Чтобы исслсдозать 
альтернативную возможность потери пептида из участка 183—186 при 
разделении смеси пептидов [4], мы предприняли попытку выделить. 
_ _ IO 
Met-Arg-A вп-Phe-Tyr-fler-Tyr-Aen-Pro-Thr-IlC-Gly-Arg-Thr-TyT-Val-Tyr-Aep-A an-Ly-Phe-Tyr-Ly-Aen-LeU-
Рис. 2. Схема реконструкции полипептидной цепи полиэдрина В Я П A. segetum 
Fig. 2. Reconstruct ion pa t te rn of A. segetum N P V polyhedr in polypept ide chain 
соответствующий триптический пептид, предполагая его строение по 
гомологии с другими полиэдринами [18]. 
Для проверки дслеции в положении 143 мы попытались выделить 
химотриптический триптофансодержащий пептид по аналогии с поли-
эдрином ВЯП β. mori (см. выше). В результате получены три новых 
триптических пептида, не описанных ранее [4], и один химотриптиче-
ский. Пептид Т 8 \ состав: Lys 1,2 (1); His 1,4 (2); Glu 5,2 (5); Ile 1,1 
(1); Leu 1,2 (1). Пептид Т8, состав: Asp 4,3 (4); Val 0,7 (1); Leu 1,8 
(2); Tyr 1,0 (1). Пептид Т26, состав: Arg 1,0 (1); Asp 3,0 (3); Ser 1,8 
(2); Thr 0,9 (1); Glu 3,2 (3); Ile 1,0 (1); Tyr 0,9 (1)·; Phe 2,1 (2). Пеп-
тид С1г22, состав: Arg 1,0 (1); His 0,7 (1); Asp 2,2 (2); Pro 2,0 (2); 
Val 1,0 (1); Tyr 1,0 (1); Trp ( + ). Параллельно с этим мы повторно· 
выделили, как описано [4], ряд пептидов (Tl, Т9, Т18, Т19, Т23, Т27, 
Т28), необходимых для уточнения структуры, приведенной ранее в. 
скобках, и идентификации остатков Asx и Glx. Аминокислотный состав 
этих пептидов описан в работе [4]. Пептид Т9 расщепляли химотрип-
енном и выделяли высоковольтным электрофорезом на бумаге пептид 
Т9СИ2 с составом: Pro 1,0 (1); Glv 2,2 (2); Leu 1,0 (1); Lys 1,2 (1). 
Пептиды Tl8 и Т23 расщепляли термолизином и указанным выше спо-
собом получили фрагменты T18Th2 и T23Th4, составы которых описа-
ны ранее [4]. Все полученные пептиды секвенировали. Результаты 
приведены на рис. 3. Пептиды, обозначенные на этом рисунке, расстав-
ляли путем сравнения с ранее опубликованной последовательностью 
[4]. Таким образом, полная аминокислотная последовательность поли-
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эдрина ВЯП G. mellonella содержит 244 остатка аминокислот, а не 240, 
как указывалось ранее [4]. 
П о л и э д р и н В Я П P. d і s ρ а г. Сравнение опубликованной 
нами ранее аминокислотной последовательности полиэдрина ВЯП 
P. dispar [3] с аминокислотной последовательностью полиэдрина ВЯП 
L. dispar, выведенной из нуклеотидной последовательности соответству-
ющего гена [6], обнаруживает ряд расхождений. У полиэдрина ВЯП 
Рис. 3. П о л н а я аминокислотная последовательность полиэдрина В Я П G. mellonella 
Fig. 3. The complete amino acid senquence of G. mellonela N P V polyhedr in 
Рис. 4. Уточненная первичная структура полиэдрина В Я П P. dispar 
Fig. 4. Corrected p r imary s t ruc ture of P. dispar N P V polyhedrin 
P. dispar в положениях 3—5 и 193—195 имеются делеции, в положении 
38—39 — Glu-FIis (у сравниваемого полиэдрина ВЯП L. dispar—His-
Glu), в положении 113 - G l u (делеция у L. dispar), в положении 142— 
144 — делеция-Gln-Asp (Cys-Asp-Glu), в положениях 156 и 158 —Thr 
и Туг (Pro и Thr соответственно), в положении 160—163 — Asn-Gln-
Tyr (ОІи-делеция-Азп), в положениях 187 и 191 — H i s и Thr (Thr и His 
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соответственно), в положении 208—209 — Ala-Ser (Ser-Ala). Чтобы 
выяснить причину этих расхождений, мы расщепили белок трипсином 
и химотрипсином и выделили необходимые для работы пептиды, а так-
же провели секвенирование белка. Исходя из предположения о том, что 
пептиды, занимающие положения 143—151 и 196—201, могут содержать 
остаток триптофана [6], мы выделили из триптических и химотрипти-
ческих смесей два новых триптофансодержащих пептида: Т31, состав — 
Ser 1, 1(1); Asp 1,3 (2); Val 0,7 (1); Ile 0,7 (1); Leu 1,1 (1); Trp ( + ); 
Ch22, состав — A r g 1,0 (1); His 0,8 (1); Asp 1,0 (1); Glu 1,1 (1); Pro 
1,0 (1); Gly 1,2 (1); Val 1,0 (1); Tyr 0,9 (1); Trp ( + ). Для исследова-
ний использовали также пептиды Т8, T18Th2, Т28 и TnlCh2Th2, полу-
чение и аминокислотный состав которых описаны ранее [3]. Все пеп-
тиды секвенировали. Таким путем были проверены вышеуказанные 
расхождения и внесены соответствующие поправки в ранее опублико-
ванную первичную структуру [3]. Результаты приведены на рис. 4. 
Полная аминокислотная последовательность включает, как выяснилось, 
246 остатков аминокислот, а не 237. Различия с аминокислотной после-
довательностью полиэдрина ВЯП L. dispar [6] в положениях 36—37, 
142, 156, 158, 160—162 и 206—207 мы принимаем как различия между 
двумя штаммами вируса. 
Резюме 
Реконструйовано поліпептидний ланцюг поліедрину В Я П A. segetum шляхом з 'ясуван-
ня будови триптичних пептидів цього білка і порівняння їх з відомою амінокислотною 
послідовністю поліедрину ВЯП. В. mori. Як додаток до раніше опублікованих даних ви-
писана повна амінокислотна послідовність поліедрину В Я П G. mellonella і зроблені 
уточнення в первинній структурі поліедринів ВЯГІ В. mori і P. dispar в результаті ви-
яснення будови деяких триптичних пептидів відповідних поліедринів. 
Summary 
The complete amino acid sequence of A. segetum nuclear polyhedros is v i rus (NPV) po-
lyhedrin w a s reconst ructed as based on the compar ison of t rypt ic pept ides of this protein 
Avith the known amino acid sequence of B. mori N P V polyhedr in . The previous ly published 
p r imary s t ruc tures of N P V polyhedr ins of G. mellonela P. dispar and B. mori were correla-
ted by means of s t udy ing the co r respond ing t rypt ic peptides. 
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Г. II. Горбенко, Т. С. Дюбко, О. А. Нардид, В. А. Моисеев 
ИССЛЕДОВАНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ЦИТОХРОМА Р-450 
С ФОСФОЛИПИДАМИ 
МЕТОДОМ ФЛЮОРЕСЦЕНТНОЙ СПЕКТРОСКОПИИ 
С помощью тушения собственной флюоресценции белка исследовали влияние фосфоли-
пидов на структурное состояние цитохрома Р-450. Предполагается, что глубина погру-
жения цитохрома Р-450 в липидный матрикс модельных мембран уменьшается в при-
сутствии кислых фосфолипидов. 
Введение. В настоящее время для исследования молекулярных меха-
низмов структурно-функциональных взаимосвязей в биомембранах ши-
роко применяются реконструированные липид-белковые системы. Ранее 
при изучении взаимодействия интегрального белка цитохрома Р-450 
с модельными фосфолипидными мембранами было показано, что фос-
фолипиды оказывают влияние на конформацию и агрегатное состояние 
белка [1—3], а также на степень погружения белковой молекулы в 
бислой [4]. 
Цель настоящей работы заключалась в исследовании структурного 
состояния комплексов цитохрома Р-450 с фосфолипидами с помощью 
тушения собственной флюоресценции белка внешним тушителем акрил-
амидом. 
Материалы и методы. Цитохром Р-450 LM.2 выделяли из микро-
сом печени кроликов, получавших фенобарбитал в течение 5 дней [5]. 
Протеолипосомы получали холат-диализным методом [1] из фосфат-
идилхолина и смесей фосфатидилхолина с фосфатидилсерином ( 4 : 1 ) 
и дифосфатидилглицерином ( 9 : 1 ) . Молярное соотношение липид : бе-
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